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前列腺素Ｅ２对结肠癌细胞ＣａｃｙＢＰ／ＳＩＰ核转位的影响

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　　摘　要：目的　用前列腺素Ｅ２ 刺激结肠癌细胞，观察和探讨可否引起ＣａｃｙＢＰ／ＳＩＰ核转位。方法　根据ｈＣａｃｙＢＰ／ＳＩＰ序列

设计引物，ＰＣＲ扩增、酶切、连接、转化等分子克隆法构建含有钙周期素结合蛋白（ＣａｃｙＢＰ／ＳＩＰ）的慢病毒重组质粒，ＰＣＲ鉴定、测

序；将构建好的带有绿荧光蛋白的ＣａｃｙＢＰＬｅｎｔｉｖｉｒｕｓ载体转染至结肠癌ＳＷ４８０细胞，用激光共聚焦显微镜检测ＣａｃｙＢＰ／ＳＩＰ表

达定位；前列腺素Ｅ２ 刺激后激光共聚焦显微镜、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ观察ＣａｃｙＢＰ／ＳＩＰ在细胞中的定位。结果　激光共聚焦和 Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔ发现：前列腺素Ｅ２ 刺激前ＣａｃｙＢＰ／ＳＩＰ定位和表达主要在细胞胞质，用１００μｍｏｌ／Ｌ前列腺素Ｅ２ 刺激１ｈ，ＣａｃｙＢＰ／ＳＩＰ定位

和表达在细胞胞质和胞核。结论　前列腺素Ｅ２ 刺激可以引起ＣａｃｙＢＰ／ＳＩＰ由胞质转位至细胞核。

关键词：ＣａｃｙＢＰ／ＳＩＰ；前列腺素Ｅ类；核转位；结肠肿瘤

ｄｏｉ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７１８３４８．２０１２．２９．００２ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７１８３４８（２０１２）２９３０２００３

犛狋狌犱狔狅狀狋犺犲犲犳犳犲犮狋狅犳犘狉狅狊狋犪犵犾犪狀犱犻狀犈２狅狀狀狌犮犾犲犪狉狋狉犪狀狊犾狅犮犪狋犻狅狀狅犳犆犪犮狔犅犘／犛犐犘


犡犻犲犉狌犾犻１，犣犺犪犻犎狌犻犺狅狀犵
２△

（１．犕犲犱犻犮犪犾犆狅犾犾犲犵犲狅犳犖犻狀犵狓犻犪犜犲犪犮犺犲狉狊犝狀犻狏犲狉狊犻狋狔，犢犻狀犮犺狌犪狀，犖犻狀犵狓犻犪７５６０００，犆犺犻狀犪；２．犖犻狀犵狓犻犪

犕犲犱犻犮犪犾犝狀犻狏犲狉狊犻狋狔犎狅狊狆犻狋犪犾，犢犻狀犮犺狌犪狀，犖犻狀犵狓犻犪７５０００４，犆犺犻狀犪）

犃犫狊狋狉犪犮狋：犗犫犼犲犮狋犻狏犲　ＴｏｏｂｓｅｒｖｅａｎｄｅｖａｌｕａｔｅｅｆｆｅｃｔｏｆＰｒｏｓｔａｇｌａｎｄｉｎＥ２ｏｎｎｕｃｌｅａｒｔｒａｎｓｌｏｃａｔｉｏｎｏｆＣａｃｙＢＰ／ＳＩＰｂｙｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇ

ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒｗｉｔｈＰｒｏｓｔａｇｌａｎｄｉｎＥ２．犕犲狋犺狅犱狊　ＴｏｄｅｓｉｇｎｔｈｅｐｒｉｍｅｒａｃｃｏｒｄｉｎｇｔｏｔｈｅｓｅｑｕｅｎｃｅｈｏｆＣａｃｙＢＰ／ＳＩＰ，ａｎｄｔｏｂｕｉｌｄ

ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄｃｏｎｔａｉｎｓＣａｃｙＢＰ／ＳＩＰｂｙｃｌｏｎｉｎｇ．ＴｏｔｒａｎｓｆｅｃｔｔｈｅｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｅｄｌｅｎｔｉｖｉｒａｌｖｅｃｔｏｒｗｉｔｈＧｒｅｅｎｆｌｕｏ

ｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎＣａｃｙＢＰ／ＳＩＰｉｎｔｏＳＷ４８０ｃｏｌｏｎｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ，ａｎｄｔｏｔｅｓｔｔｈｅｌｏｃａｔｉｏｎａｎｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｔｈｅＣａｃｙＢＰ／ＳＩＰｗｉｔｈＬａｓｅｒ

ＳｃａｎｎｉｎｇＣｏｎｆｏｃａｌＭｉｃｒｏｓｃｏｐｅａｎｄｔｈｅＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ．ＴｏｔｅｓｔｔｈｅｌｏｃａｔｉｏｎｏｆｔｈｅＣａｃｙＢＰ／ＳＩＰａｆｔｅｒｔｈｅｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎｏｆＰｒｏｓｔａｇｌａｎｄｉｎ

Ｅ２ｗｉｔｈＬａｓｅｒＳｃａｎｎｉｎｇＣｏｎｆｏｃａｌＭｉｃｒｏｓｃｏｐｅａｎｄｔｈｅＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ．犚犲狊狌犾狋狊　ＣａｃｙＢＰ／ＳＩＰｗｅｒｅｌｏｃａｔｅｄａｎｄｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎｔｈｅ

ｐｅｒｉｐｌａｓｍ，ａｎｄｂｏｔｈｉｎｐｅｒｉｐｌａｓｍａｎｄｎｕｃｌｅａｒａｆｔｅｒ１ｈｏｕｒｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎｏｆ１００μｍｏｌ／ＬＰｒｏｓｔａｇｌａｎｄｉｎＥ２ｗｉｔｈＬａｓｅｒＳｃａｎｎｉｎｇＣｏｎｆｏｃａｌ

ＭｉｃｒｏｓｃｏｐｅａｎｄＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ．犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀　ＴｈｅＰｒｏｓｔａｇｌａｎｄｉｎＥ２ｃａｎｔｒａｎｓｆｅｒＣａｃｙＢＰ／ＳＩＰｔｏｔｈｅｎｕｃｌｅｕｓ．

犓犲狔狑狅狉犱狊：ＣａｃｙＢＰ／ＳＩＰ；ｐｒｏｓｔａｇｌａｎｄｉｎｓＥ；ｎｕｃｌｅａｒｔｒａｎｓｌｏｃａｔｉｏｎ；ｃｏｌｏｎｉｃｎｅｏｐｌａｓｍｓ

　　２０世纪７０年代研究发现大肠癌患者体内前列腺素 Ｅ２

（ｐｒｏｓｔａｇｌａｎｄｉｎＥ２，ＰＧＥ２）含量是其它肿瘤的１．７～５．０倍
［１］。

８０年代应用非甾体消炎药可降低结肠癌４０％～５０％发病

率［２］。ＰＧＥ２ 异常升高与肿瘤的关系密切，促进结肠癌的进

展［３］。钙周期素结合蛋白（ｃａｌｃｙｃｌｉｎｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ，ｏｒｓｉａｈ１

ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ，ＣａｃｙＢＰ／ＳＩＰ）自１９９６年发现以来，越来越

多的证据显示［４５］：ＣａｃｙＢＰ／ＳＩＰ在肿瘤发生、发展、侵袭、转移

等方面都有重要的作用；同时，ＣａｃｙＢＰ／ＳＩＰ具有依赖Ｃａ
２＋浓

度的核转位现象［６］。ＰＧＥ２ 是否可诱导ＣａｃｙＢＰ／ＳＩＰ核转位，

由此促进结肠癌细胞增殖？本研究拟通过构建ＣａｃｙＢＰ／ＳＩＰ

过表达慢病毒颗粒，转染至结肠癌细胞，给予ＰＧＥ２ 刺激，观察

ＣａｃｙＢＰ／ＳＩＰ在结肠癌细胞中的定位，明确ＰＧＥ２ 是否诱导Ｃａ

ｃｙＢＰ／ＳＩＰ核转位。

１　材料与方法

１．１　材料　结肠癌细胞ＳＷ４８０购于上海中科院。小牛血清、

Ｌ１５培养基、胰酶购自Ｇｉｂｃｏ公司；ＣａｃｙＢＰ／ＳＩＰｍＡｂ购于Ｃｅｌｌ

ｓｉｇｎａｌｉｎｇ；ＰＧＥ２ 购于Ｃａｙｍａｎ公司；胞浆胞核蛋白抽提试剂盒

购于ｐｉｅｒｃｅ公司；ＤＡＰＩ染色剂购于Ｓｉｇｍａ公司；ＦＩＴＣ标记的

羊抗鼠ＩｇＧ为中山公司产品；Ｔｒｉｔｏｎｘ１００裂解液试剂盒为北

京鼎国公司；２９３Ｔ 细胞、ｐＧＣＬＶ 重组载体、ｐＨｅｌｐｅｒ１．０、

ｐＨｅｌｐｅｒ２．０来源于吉凯基因公司；ＰＶＤＦ膜购自 Ｍｅｒｃｋ公司；

其他相关试剂购自 Ｔａｋａｒａ、Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ、ＳｉｎｏＢｉｏ、ＮＥＢ、捷瑞

公司。

１．２　方法

１．２．１　过表达慢病毒载体构建　应用人结肠癌细胞株 ＨＣＴ

１１６的ｃＤＮＡ序列，采用ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒｖ５．０软件设计上游和

下游引物，ＰＣＲ法扩增，分别用 ＮｈｅＩ和ＥｃｏＲＩ进行双酶切，

Ｔ４连接酶将酶切后的产物相连，转化大肠杆菌ＤＨ５α感受态

细胞，ＰＣＲ法筛选阳性克隆，接种阳性转化子，送测序。慢病

毒包装、采用逐孔稀释法测定并标定病毒滴度。

１．２．２　转染人结肠癌细胞ＳＷ４８０细胞　用含１０％的５６℃、

３０ｍｉｎ热灭活小牛血清的Ｌ１５培养基，在３７℃、５％ＣＯ２ 饱和

湿度培养箱中培养，隔天换液，待细胞长至８０％～９０％传代。

至细胞在Ｔ５０瓶长至３０％～５０％时，每瓶加入５００μＬ（５μｇ／

ｍＬ）Ｐｏｌｙｂｒｅｎｅ、４４００μＬ完全培养基和１００μＬ（１×１０
８）过表

达ＣａｃｙＢＰ／ＳＩＰ的慢病毒颗粒，在水平方向轻轻摇动培养瓶，

使其充分混匀，放入培养箱培养８～１２ｈ以后观察细胞状态，

更换为新鲜培养基继续培养。

１．２．３　激光共聚焦和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　正常消化传代并行

激光共聚焦检测。再取３个１２孔培养板，每孔放置一个细胞
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爬片，每孔接种（３～４）×１０４ 细胞于１２孔板。至细胞长至最

佳状态时，吸干培养基，用ＰＢＳ冲洗２次，每个培养板加入２

ｍＬ含１００μｍｏｌ／ＬＰＧＥ２ 培养基，对照组每孔分别加入完全培

养基作为对照。放入培养箱培养１ｈ。固定、打孔、用含ＤＡＰＩ

封片剂染色封片。激光共聚焦检测ＣａｃｙＢＰ／ＳＩＰ在细胞中的

定位。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测：分别取转染后的ＳＷ４８０细胞，在

给予１００μｍｏｌ／ＬＰＧＥ２ 刺激前、后１ｈ，分别抽提胞浆、胞核蛋

白，用ＢＣＡ定量；上样缓冲液稀释至５μｇ／ｕＬ、煮沸后－８０℃

冻存；把２０μＬ蛋白样品上样到１２％ＳＤＳＰＡＧＥ胶加样孔内，

电泳电压８０Ｖ，时间２０ｍｉｎ；湿式转膜，电流２００ｍＡ，６０ｍｉｎ；

加入５％脱脂牛奶封闭６０ｍｉｎ后，加入ＣａｃｙＢＰ／ＳＩＰ单抗（１∶

２００）４℃孵育过夜，常规洗膜后加入羊抗鼠ＩｇＧ（１∶２０００）的

二抗，室温孵育１ｈ，洗涤。曝光、显影。

２　结　　果

２．１　激光共聚焦检测ＰＧＥ２ 刺激前、后ＣａｃｙＢＰ／ＳＩＰ在细胞内

定位和表达　无ＰＧＥ２ 刺激条件下 ＣａｃｙＢＰ／ＳＩＰ主要位于细

胞胞质内，给予１００μｍｏｌ／ＬＰＧＥ２ 刺激１ｈ条件下ＣａｃｙＢＰ／

ＳＩＰ可转位至细胞核内（图１）；１００μｍｏｌ／ＬＰＧＥ２ 刺激０．５ｈ

条件下ＣａｃｙＢＰ／ＳＩＰ无明显核转位（图２）。

　　ａ：白光下细胞；ｂ：未给予ＰＧＥ２ 刺激 ＣａｃｙＢＰ／ＳＩＰ位于胞浆；ｃ：

ＤＡＰＩ染色；ｄ：重叠图像显示ＣａｃｙＢＰ／ＳＩＰ位于胞浆；ｅ：白光下细胞；ｆ：

给予ＰＧＥ２刺激ＣａｃｙＢＰ／ＳＩＰ进入胞核；ｇ：ＤＡＰＩ染色；ｈ：重叠显示Ｃａ

ｃｙＢＰ／ＳＩＰ位于胞核。

图１　　ＰＧＥ２ 刺激前、后ＣａｃｙＢＰ／ＳＩＰ在细胞内定位

　　ａ：白光下细胞；ｂ：ＣａｃｙＢＰ／ＳＩＰ；ｃ：ＤＡＰＩ染色；ｄ：重叠图像显示。

图２　　１００μｍｏｌ／ＬＰＧＥ２ 刺激０．５ｈＣａｃｙＢＰ／ＳＩＰ

在细胞内定位

　　－：表示无刺激；＋：有刺激；Ｃ：胞浆；Ｎ：胞核。

图３　　ＰＧＥ２ 刺激前、后 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＣａｃｙＢＰ／ＳＩＰ

在细胞浆及细胞核中的表达

２．２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＰＧＥ２ 刺激前、后ＣａｃｙＢＰ／ＳＩＰ在细胞

内定位和表达　无刺激条件下，ＣａｃｙＢＰ／ＳＩＰ主要在胞质内表

达，给予１００μｍｏｌ／ＬＰＧＥ２ 刺激 １ｈ，可在细胞核内表达

（图３）。

３　讨　　论

１９９６年Ｆｉｌｉｐｅｋ从小鼠腹水瘤细胞和鼠脑组织中首次发

现一个以依赖Ｃａ２＋浓度，可与Ｓ１００Ａ６结合，命名为 Ｃａｌｃｙｃｌｉｎ

（Ｓ１００Ａ６）ｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ（钙周期素结合蛋白），既 ＣａｃｙＢＰ。

２００１年在研究ｐ５３刺激下βｃａｔｅｎｉｎ泛素化降解新通路时，从

ｃＤＮＡ文库中调到一个可以与Ｓｉａｈ１相互作用的蛋白，命名为

Ｓｉａｈ１ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ，即 ＳＩＰ。进一步研究发现，ＳＩＰ即

ＣａｃｙＢＰ，因此，目前命名为ＣａｃｙＢＰ／ＳＩＰ。其相对分子质量约

２６×１０３，含一个６８７ｂｐ的开放阅读框，编码２２８个氨基酸，存

在７个磷酸化位点和１个核定位信号
［７］。

目前，对ＣａｃｙＢＰ／ＳＩＰ功能研究较少，其功能主要表现在：

（１）与ｐ５３有关：参与了新的泛素蛋白酶体降解，当ｐ５３在细

胞内表达升高时，可诱导Ｓｉａｈ１基因的表达，共同组成泛素连

接酶复合体（Ｓｉａｈ１ＣａｃｙＢＰ／ＳＩＰＳＣＦ），将未被磷酸化的β

ｃａｔｅｎｉｎ蛋白酶体降解；（２）与红细胞有关
［８］：有报道促红细胞

生成素受体活化可促进ＣａｃｙＢＰ／ＳＩＰ表达上调。

以往研究发现，ＣａｃｙＢＰ／ＳＩＰ在胃癌阿霉素耐药细胞中高

表达［９］并参与胃癌细胞多重耐药，其下调可以部分逆转耐药

性［１０］。在肾细胞癌中发现：ＣａｃｙＢＰ／ＳＩＰ表达上调能抑制肾细

胞癌的增殖和肿瘤形成［１１］。近年来又发现ＣａｃｙＢＰ／ＳＩＰ参与

乳腺癌、胰腺癌的发生、发展及复发转移，可能成为预后不良的

生物学指标之一［１２１４］。因此，推断ＣａｃｙＢＰ／ＳＩＰ与恶性肿瘤的

发生、发展密切相关。

本课题组前期利用淋巴细胞杂交瘤技术制备了３株Ｃａ

ｃｙＢＰ／ＳＩＰ单克隆抗体，对正常及肿瘤组织中ＣａｃｙＢＰ／ＳＩＰ表达

分布状况做了较系统的研究，研究发现［１５１６］：ＣａｃｙＢＰ／ＳＩＰ在结

肠癌组织中的表达明显高于癌旁组织，在正常结肠组织不表

达，且主要定位于胞浆及胞核；给予给 ＫＣｌ刺激后，通过升高

胞浆内Ｃａ２＋浓度，可诱导ＣａｃｙＢＰ／ＳＩＰ核转位。

２００２年Ｆｉｌｉｐｅｋ等
［６］首次发现ＣａｃｙＢＰ／ＳＩＰ具有依赖Ｃａ

２＋

浓度的核转位现象，那么，究竟哪些因素可以引起ＣａｃｙＢＰ／ＳＩＰ

核转位？

ＰＧＥ２ 在生理状态下含量很低，却又具有很强的生理活

性。环氧酶２（ＣＯＸ２）是ＰＧＥ２ 合成的限速酶，应用非甾体消

炎药降低结肠癌发病率主要是通过抑制ＣＯＸ２活性达到治疗

作用，选择性ＣＯＸ２抑制剂成为结肠癌防治的一条新途径。

ＰＧＥ２ 异常升高与肿瘤的关系密切：直肠癌ＰＧＥ２ 含量与肝肺

转移呈正相关；大肠癌ＰＧＥ２ 含量和肿瘤大小呈正相关，并且

Ｄｕｋｅｓ′Ｄ期明显高于Ｂ、Ｃ期；ＰＧＥ２ 能显著促进结肠癌细胞的

生长；ＰＧＥ２ 含量与肿瘤分化程度呈正相关；结肠癌化疗中用

其抑制剂提高了患者生存率［１８］。

本研究通过ＣａｃｙＢＰ／ＳＩＰ过表达慢病毒颗粒转染至结肠

癌ＳＷ４８０细胞，激光共聚焦显微镜发现ＣａｃｙＢＰ／ＳＩＰ主要位于

细胞胞浆，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ亦证实其位于胞浆。给予ＰＧＥ２ 刺激

发现ＣａｃｙＢＰ／ＳＩＰ可发生核转位现象，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ亦证实Ｃａ

ｃｙＢＰ／ＳＩＰ在刺激前位于胞浆，刺激后位于胞核。蛋白在细胞

中的定位常常与其功能密切相关，ＣａｃｙＢＰ／ＳＩＰ在给予刺激后

发生核转位及磷酸化，提示其可能做为信号分子传递信息，从

而参与细胞功能的调节。作者前期已发现ＣａｃｙＢＰ／ＳＩＰ在结

肠癌中高表达，免疫组化结果提示ＣａｃｙＢＰ／ＳＩＰ位于胞浆及胞

核，ＰＧＥ２ 可诱导ＣａｃｙＢＰ／ＳＩＰ核转位，ＣａｃｙＢＰ／ＳＩＰ是否作为
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信使，传递上游促进恶性肿瘤增殖的信号，需进一步研究。
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ｆａｃｔｏｒｓａｎｄｅａｒｌｙｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎｓｔｒａｔｅｇｉｅｓ［Ｊ］．ＣｈｉｎＭｅｄＪ（Ｅｎ

ｇｌ），２０１０，１２３（２０）：２９５５２９５７．

［１０］ＢａｒａｌｄｉＥ，ＦｉｌｉｐｐｏｎｅＭ．Ｃｈｒｏｎｉｃｌｕｎｇｄｉｓｅａｓｅａｆｔｅｒｐｒｅｍａｔｕｒｅ

ｂｉｒｔｈ［Ｊ］．ＮＥｎｇｌＪＭｅｄ，２００７，３５７（１９）：１９４６１９５５．

［１１］ＨｊａｌｍａｒｓｏｎＯ，ＳａｎｄｂｅｒｇＫ．Ａｂｎｏｒｍａｌｌｕｎｇｆｕｎｃｔｉｏｎｉｎ

ｈｅａｌｔｈｙｐｒｅｔｅｒｍｉｎｆａｎｔｓ［Ｊ］．ＡｍＪＲｅｓｐｉｒＣｒｉｔＣａｒｅＭｅｄ，

２００２，１６５（１）：８３８７．

［１２］ＤａｖｉｓＳＤ．Ｎｅｏｎａｔａｌａｎｄｐｅｄｉａｔｒｉｃｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ

［Ｊ］．ＲｅｓｐｉｒＣａｒｅ，２００３，４８（４）：３６７３６９．

［１３］张亚平，张皓，邵肖梅．机械通气新生儿肺功能的随访研

究［Ｊ］．临床儿科杂志，２００４，２２（４）：２３８２４１．

［１４］ＦｒｉｅｄｒｉｃｈＬ．Ｒｅｄｕｃｅｄｌｕｎｇｆｕｎｃｔｉｏｎｉｎｈｅａｌｔｈｙｐｒｅｔｅｒｍｉｎ

ｆａｎｔｓｉｎｔｈｅｆｉｒｓｔｍｏｎｔｈｓｏｆｌｉｆｅ［Ｊ］．ＡｍＪＲｅｓｐｉｒＣｒｉｔＣａｒｅ

Ｍｅｄ，２００６，１７３（４）：４４２４４７．

［１５］ＨａｌａｎｄＧ，ＦａｕＣａｒｌｓｅｎＫＣＬ．Ｒｅｄｕｃｅｄｌｕｎｇｆｕｎｃｔｉｏｎａｔ

ｂｉｒｔｈａｎｄｔｈｅｒｉｓｋｏｆａｓｔｈｍａａｔ１０ｙｅａｒｓｏｆａｇｅ［Ｊ］．ＮＥｎ

ｇｌＪＭｅｄ，２００６，３５５（１６）：１６８２１６８９．

［１６］刘晨，丁晓春．支气管肺发育不良肺功能变化的初步观察

［Ｊ］．中国新生儿科杂志，２０１０，２５（４）：２１２２１５．

（收稿日期：２０１２０３０９　修回日期：２０１２０４２３）

２２０３ 重庆医学２０１２年１０月第４１卷第２９期




